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A.bstract (Basic): WO 9605321 A- 

Use of a reccTTih'iriarit , defective adenovirus contg. a suicide gene 
(A) for ^he treatment C'f restenosis, is new. 

Also claimed are: (1) a pharmaceutical compsn. contg. a recombinant 
defective adenovirus imbibed into a hydrogel, ani:::{2) a device for the 
percutaneous delivery c^f genes, which comiprises a ballc^on catheter 
coated with the nycrcgel c-f (1). 

'ISE - The virus can be used to treat restenosis by transferring 
selected genes tC' the smC'Oth muscle cells of the atherosclerc-t ic 
plaque. The genes can t'e a'dministered ptercutane:usly via a balloon 
catheter (claimed). F.estenosis usually occurs fiilowing angioplasty. 

ADVANTAGE - The virus very effectively infe::ts proliferating 
vascular smooth muscle cells, but not other cells, so has a highly 
selective action. F.elatively small quantities o-f virus are required, 
tne effect is rapic ana (A) is expressed at a high level. Since 
adenoviruses are episomial they do not persist in the cells. The use of 
a balloon catheter allc'ws precise delivery of the virus to the target 
lesiC'H . 
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(57) Abstract 

A method for treating restenosis by gene therapy is disclosed, said method comprising delivering a recombinant suicidc-gcne-coniaining 
aucnoviius. 
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THERAPIE GENIQUE DE LA RESTENOSE AU MOYEN DE VECTEUR ADENOVIAL 

La presente invention conceme une methode pour le traitcment de la 
restenose par la therapie genique, comprenant radministration d'un adenovirus 
5 recombinant comportant un gene suicide Elle conceme egalement des compositions 
pharmaceutiques particulieres permettant radministration locale et efficace des vims 
recombinants. 

L'atherosclerose est une maladie complexe, polygenique, qui est definie sur le 
plan histologique par des depots (plaques lipidiques ou fibro-Iipidiqucs) de lipides et 

10 d'autres derives sanguins dans la paroi des grosses arteres (aorte, arteres coronaires, 
carotide). Ces plaques, plus ou moins caicifiees selon Tavancement du processus, 
peuvent etre jumelees a des lesions et sont liees a Taccumulation dans les arteres de 
depots graisseux constitues essentiellement d'esters de cholesterol Ces plaques 
s'accompagnent d'un epaississement de la paroi anerielle, avec hypenrophie du muscle 

15 lisse, apparition de cellules spumeuses et accumulation de tissu fibreux. La plaque 
atheromateuse est tres nettement en relief sur la paroi, ce qui lui confere un caractere 
stenosant responsable des occlusions vasculaires par atherome, thrombose ou embolie 
qui surviennent chez les patients les plus atteints Ces lesions peuvent done conduire a 
des pathologies cardio-vascuiaires tres graves telles que I'infarctus, la mort subite, 

20 I'insuffisance cardiaque, les accidents cerebro-vasculaires, etc. 

Depuis 1977, la technique d'angioplastie a ete developpee pour permettre une 
intervention non chirurgicale au niveau de la plaque d'atherosclerose. Cependant, le 
traitement d'une lesion atheroscleuse par angioplastie resulte de fa^on tres frequente 
(jusqu'a 50% des cas dans certaines etudes) en une restenose consecutive a la blessure 

25 mecanique de la paroi arterielle. Un evenement clef de ce mecanisme est la 
proliferation et la migration des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) de la 
media vers Tintima, notamment du fait de Tabsence de protection et/ou de 
retrocontrole exerce par les cellules endotheliales de I'intima 

30 Le traitement de la restenose par administration de substances chimiques ou 

proteiques capables de tuer les cellules musculaires lisses vasculaires a ete propose 
dans I'art antcneur Ainsi, des derives de psolarenes, incorpores par les cellules 
proliferatives et sensibilisant alors ces cellules a Taction de la lumiere, ont ete utilises 
(March et al, 1993, circulation, 87:184-191) De meme, certaines cytotoxines 
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constituees d'une proteine de fusion entre un fragment de toxine de plante ou 
bactenenne et un facteur de croissance oni egalement ete utilisees (Pickering et al, J 
Clin Invest., 1993, 91:724-729, Biro et al, 1992, Circ. Res , 71:640-645; Casscells et 
al, Proc Natl.Acad.Sci.USA, 1992, 89:7159-7163). Cependani, ces traitements 

5 presentent de nombreux inconvenients, tels que leur faible specificite, leur efficacite 
moyenne, un delai d'action important et une toxicite potentiellc. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ce probleme. La 
presente invention foumit en effet une methode particuiierement efficace et selective 
pour le traitement de la restenose post-angioplastie par la therapie genique. La 

10 methode de la presente invention consiste principalement a administrer un adenovirus 
recombinant comportant un gene suicide, capable de sensibiliser specifiquement les 
cellules musculaires lisses vasculaires en proliferation a un agent therapeutique 
L'administration simultanee ou subsequente de cet agent therapeutique entraine alors 
la mort selective des cellules sensibilisees 

15 Les avantages de la presente invention resident notamment dans la forte 

capacite des adenovirus de Tinvention a infecter les cellules musculaires lisses 
vasculaires en proliferation. Ceci permet d'utiliser des quantites relativement faibles de 
principe actif (adenovirus recombinant), et permet egalement une action efficace et 
tres rapide sur les sites a traiter. Les adenovirus de Tinvemion sont egalement capables 

20 d'exprimer a tres hauts niveaux les genes suicides introduits, ce qui leur confere une 
action therapeutique tres efficace. De plus, en raison de leur caractere episomal, les 
adenovirus de I'invention ont une persistance limitee dans les cellules proliferatives et 
done un effet transitoire parfaitement adapte a I'effet therapeutique recherche. Enfin, la 
demanderesse a egalement mis au point une methode d'administration particuiierement 

25 avantageuse qui permet d'infecter avec une grande efficacite certaines cellules cibles 
essentielles a I'effet therapeutique recherche 

Un premier objet de I'invention conceme done Tutilisation d'un adenovirus 
recombinant defectif comportant un gene suicide pour la preparation d'une 
30 composition pharmaceutique destinee au traitement de la restenose 

Comme mdique ci-avant, on entend au sens de la presente invention par gene 
suicide tout gene dont le produit d'expression confere a la cellule infectee une 
sensibilite a un agent therapeutique. A titre d'exemple, on peut citer le gene de la 
35 thymidine kinase, dont le produit d'expression confere aux cellules mammiferes une 
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sensibilite a ceaains agents therapeutiques teis le ganciclovir ou Tacyclovir, ou le gene 
de la cytosine desaminase, dont le produit d'expression confere aux cellules 
mammiferes une sensibilite a la 5-fluoro-cytosine (5-FC) 

La thymidine kinase du virus de I'herpes simplex est capable de phosphoryler 
5 les analogues de nucleosides tels que I'acyclovir et le ganciclovir Ces molecules 
modifiees peuvent etre incorporees dans une chaine d'ADN en cours d'elongation, ce 
qui a pour consequence Tarret de la synthese d'ADN, entrainant la mort de la cellule 
(F.L Moolten, Cancer Res. 46 (1986) 5276). Cette strategie permet ainsi d'eliminer 
specifiquement les cellules exprimant le gene TK De plus, la synthese d'ADN etant la 
10 cible de la toxicite, seules les cellules en cours de division sont affectees 

Plus preferentiellement, on utilise dans le cadre de la presenie invention le 
gene de la thymidine kinase du virus de Therpes humain (hTK HSV-1) La sequence de 
ce gene a ete decrite dans la litterature (voir notamment McKnight et al., Nucleic 
Acid. Res. 8 (1980) 5931). II est egalement possible d'utiliser des derives de cette 
15 sequence presentant une plus grande specificite de substrat ou une meilleure activite 
kinase De tels derives peuvent en particulier etre obtenus par mutagenese au niveau 
du site de liaison comme decrit precedemment (Balasubramaniam et al., J Gen Virol 
71 (1990) 2979; Munir et al., JBC 267 (1992) 6584) 

20 II est egalement possible d'utiliser le gene de la cytosine desaminase, dont le 

produit d'expression confere aux cellules mammiferes une sensibilite a la 5-fluoro- 
cytosine (5-FC). La cytosine desaminase est capable de catalyser la desamination de la 
cytosine en uracile. Les cellules qui expriment ce gene sont done capables de convertir 
la 5-fluoro-cytosine (5-FC) en 5-fluoro-uracile (5-FU), qui est un metabolite toxique 

25 La sequence de ce gene a ete decrite dans la litterature (Anderson et al Arch. 
Microbiol. 152 (1989) 115). 

Plus generalement, tout gene capable de conferer aux cellules infectees une 
sensibilite a un agent therapeutique peut etre utilise dans le cadre de la presente 
invention. Le gene de la thymidine kinase constitue un mode de realisation 

30 particulierement avantageux. 

Pour la construction des adenovirus selon I'invention, differents serotypes 
peuvent etre utilises II existe en efFet de nombreux serotypes d'adenovirus, dont la 
structure et les proprietes varient quelque peu Parmi ces serotypes, on prefere 
cependant utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de 
35 type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animate (voir demande FR 93 
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05954) Parmi les adenovirus d'origine animaJe utiiisabies dans ie cadre de la presente 
invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, (exemple : 
Mavl, Beard et al.. Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne 
(exemple : SAV). De preference, I'adenovirus d'origine animale est un adenovirus 
5 canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 
(ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de Tinvention 
des adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Comme indique ci-avant, les adenovirus selon I'invention sont defectifs, c'est- 
a-dire qu*ils sont incapables de se repliquer de fa^on autonome dans la cellule cibie 

10 Generalement, le genome des adenovirus defectifs utilises dans le cadre de la presente 
invention est done depourvu au moins des sequences necessaires a la replication dudit 
virus dans la cellule infectee Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en 
partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substituees par d'autres sequences et 
notamment par le gene suicide Preferentiellement, Tadenovirus defectif conserve 

15 neanmoins les sequences de son genome qui sont necessaires a I'encapsidation des 
particules virales 

Preferentiellement, les adenovirus defectifs de Tinvention comprennent les 
ITR, une sequence permettant I'encapsidation et le gene suicide. Encore plus 
preferentiellement, dans le genome des adenovirus de I'invention, le gene El et au 

20 moins I'un des genes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels Le gene viral considere 
peut etre rendu non fonctionnel par toute technique connue de Thomme du metier, et 
notamment par suppression totale, substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou 
plusieurs bases dans le ou les genes consideres De telles modifications peuvent etre 
obtenues in vitro (sur de I'ADN isole) ou in situ, par exemple, au moyens des 

25 techniques du genie genetique, ou encore par traitement au moyen d'agents mutagenes. 

Plus preferentiellement on utilise un adenovirus defectif, rendu non 
fonctionnel par une deletion totale ou panielle de la region El et une deletion dans la 
region E4 La region E4 comprend 7 phases de lecture. La deletion dans la region E4 
peut etre transcomplementee par la presence, dans la lignee cellulaire servant a la 
30 multiplication des virus, soit simplement de la phase de lecture 0RF6 soit des phases 
de lecture ORF6 et ORF6/7. 

Les adenovirus preferes selon Tinvention sont choisis parmi les suivants 
-Adenovirus recombinant defectif AEl, AE4 comprenani une deletion de tout 
ou partie de la region El et une deletion de tout ou partie de la region E4. 
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-Adenovirus recombinant defectif AEl, ORF3", ORF6', comprenant une 
deletion de tout ou partie de la region El et des nucleotides 34801-34329 et 34115- 
33126 de la region E4 

-Adenovirus recombinant defectif AEl, AE4, ORFl'*" comprenant une 
5 deletion de tout ou partie de la region El et une deletion de la region E4 a Texception 
de la phase de lecture ORFl Plus specifiquement la deletion dans la region E4 a son 
extremite 5' comprise dans la phase de lecture ORF7 et son extremite 3' comprise dans 
la phase de lecture 0RF2 Par exemple dans la region couvrant les nucleotides 33093- 
35053. 

10 -Adenovirus recombinant defectif AEl, AE4, ORF4^ comprenant une 

deletion de tout ou partie de la region El et une deletion de la region E4 a rexception 
de la phase de lecture ORF4 Plus particulierement deux deletions sont faites. Tune 
dont I'extremite 5' est comprise dans la phase de lecture ORF7 et dont Textremite 3' est 
situee dans la phase de lecture ORP6, I'autre dom I'extremite 5' est comprise dans la 
15 phase de lecture 0RF3 et dont I'extremite 3' est situee dans la phase de lecture ORFl 
ou dans la region promotrice de E4 Par exemple une deletion couvrant les nucleotides 
33093-33695 et une deletion couvrant les nucleotides 34634-35355. 

-Adenovirus recombinant defectif AEl, AE4, comprenant une deletion de tout 
ou partie de la region El et une deletion couvrant la totalite de la region E4 chiosie 
20 par exemple parmis les deletions suivantes : nucleotides 32720-35835, ou 33466- 
35355, ou 33093-35355. 

La construction de ces vecteurs est decrite dans les brevets n"" FR 9500749 et 
n°FR 9506532 

Les adenovirus recombinants defectifs selon Tinvention peuvent etre prepares 
25 par toute technique connue de I'homme du metier (Levrero et al.. Gene 101 (1991) 
195, EP 185 573, Graham, EMBO J 3 (1984) 2917) En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre le gene suicide. La recombinaison homologue se produit apres co- 
transfection desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La 
30 lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits elements, 
et (ii), comporter les sequences capables de complementer la partie du genome de 
I'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les risques de 
recombinaison A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein 
embryonnaire humain 293 (Graham et a! , J Gen Virol 36 (1977) 59) qui contient 
35 notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d un adenovirus 
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Ad5 (12 %) Des strategies de construction de vecteurs derives des adenovirus ont 
egalement ete decrites dans les demandes n° FR 93 05954 et FR 93 08596. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies scion 
les techniques classiques de biologic moleculaire, comme illustre dans les cxemples 

5 

Avantageusement, dans les adenovirus de Tinvention, le gene suicide est place 
sous le controlc d'un promoteur permettant son expression dans les cellules infeaecs. 
II peut s'agir du propre promoteur du gene suicide, d'un promoteur heterologue ou 
d'un promoteur synthetique. Noiamment, 11 peut s'agir de promoteurs issus de genes 

10 eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infccter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus, y compris du virus utilise. A cet egard, on 
peut citer par excmple Ics promoteurs El A, MLP, CMV, LTR-RSV, etc. En outre, 
ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 

15 deactivation, de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique. II peut en 
effet etre particulieremcnt interessant d'utiliser des signaux d'exprcssion actifs 
specifiquement ou majoritairement dans les cellules musculaires lisses vasculaircs, de 
maniere a ce que le gene suicide ne soit exprime et ne produise son effet que lorsque le 
virus a effectivement infecte une cellule musculaire lisse vasculaire. Parmi les 

20 promoteurs actifs specifiquement ou majoritairement dans les cellules musculaires 
lisses vasculaires on peut citer notamment le promoteur de I'actine a du muscle lisse. 

Dans un mode particulier de realisation de I'invention, on utilise un 
adenovirus recombinant defectif comprenant un gene suicide sous le controle d'un 
promoteur viral, choisi de preference parmi le LTR-RSV ou le promoteur precoce du 

25 CMV 

Selon un autre mode avantageux, il s'agit d'un promoteur actif specifiquement 
ou majoritairement dans les cellules musculaires lisses vasculaires 

La presente invention foumit ainsi une methode particulieremcnt efficace 
30 pour le traitement de la restenose. Par ailleurs, pour augmenter encore TefBcacite et la 
specificite du traitement, la demanderesse a mis au point une methode permettant une 
administration locale des adenovirus recombinants au niveau des sites a traiter. Plus 
paniculierement, cette methode repose sur I'utilisation d'un ballon d'angioplastie 
enrobe d'un film hydrophile (par excmple un hydrogel) imbibe d'adenovirus, qui peut 
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ainsi etre applique de maniere precise sur le site a trailer, et permettre une liberation 
locale et efficace des adenovirus au niveau des cellules a traiter. 

En outre, la demanderesse a montre que, sur des arteres saines, cette methode 
d'administration permettait d'infecter un pourcentage eleve de cellules de la media 
5 (j^squ'a 9,6%), qui sont les cibles les plus logique pour la prevention de ia restenose 

De maniere tout a fait avantageuse, la demanderesse a egalement montre que 
les virus et la methode selon Tinvention penmettaient un transfert efficace et selectif de 
genes dans une artere atheromateuse. Plus particulierement, la demanderesse a 
demontre pour la premiere fois la capacite des adenovirus de transferer un gene 

10 therapeutiquement efficace dans une artere atheromateuse Ceci est tout a fait essentiel 
puisque I'efficacite therapeutique du traitement de la restenose passe par la 
demonstration de la capacite a transferer le gene therapeutique, dans les bonnes 
cellules et avec une efficacite appropriee, dans les conditions physiopathologiques. Les 
arteres atheromateuses sont caracterisees par la presence au niveau de I'intima (i) de 

15 depots de matrice extracellulaire, (ii) de depots lipidiques constitues essentiellement de 
cellules spumeuses de type macrophagique et (iii) de cellules musculaires lisses en 
proliferation. 

Les resultats presentes ci-apres montrent que, dans ces aneres 
atheromateuses, les virus selon Tinvention pemiettent un pourcentage d'infection 

20 moindre mais d'une plus grande specificite (compte tenu de fait de la presence de 
cellules de type macrophagique dans ce cas, les cellules macrophagiques n'etant pas 
transduites) et s'accompagnant d'une efficacite therapeutique importante. Les resultats 
obtenus montrent notamment un transfert tres selectif de Tadenovirus dans les cellules 
cibles, c'est a dire les cellules musculaires lisses en proliferation Sur I'ensemble de la 

25 population cellulaire presente au niveau de la zone atheromateuse, plus de 95% des 
cellules infectees sont des cellules musculaires lisses vasculaires Ainsi, les cellules 
macrophagiques presentes au niveau de Tintima ne sont pas infectees du tout (aucune 
cellule macrophagique infectee n'a ete detectee) S'agissant des cellules musculaires 
lisses en proliferation (dans la neointima), le traitement selon I'invention permet 

30 d'infecter un pourcentage inferieur a 1% (0.2% par exemple) Ceci est bien inferieur 
aux resuhats decrits anterieurement dans des arteres saines ou presentant des lesions 
de la paroi mais qui ne representent pas une situation physiopathologique de la 
restenose (abrasion endotheliale d'une artere saine). La demanderesse a egalement 
montre que I'infection de ce faible pourcentage de cellules permettait neanmoins un 

35 effet therapeutique imponant, mis en evidence notamment par la mesure du diametre 
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luminal Ce resultat est paniculierement surprenant et implique Texistence d'un efifet 
cytotoxique induit (effet "by-standcr") in vivo L'lnvenlion decnt done pour la 
premiere fois une methode permettant le transfert selectif de genes dans ies cellules 
musculaires lisses vasculaires en proliferation dans une artere atheromateuse 
comprenant I'administration dans ladite anere d'un adenovirus recombinant defectif 
contenant ledit gene au moyen d'un catheter a ballonet d'angioplastie Le terme 
transfert selectif implique un transfert essentiellement dans les cellules musculaires 
lisses vasculaires en proliferation et pas de transfert dans les cellules macrophagiques 
environnantes Cette methode permet un traitement de la restenose par transfert d'un 
gene suicide te! que le gene TK puis traitement par le gancyclovir ou {'acyclovir par 
exemple Cette methode de traitement est en outre caracterisee par un effet de toxicite 
induite in vivo 

Un autre objet de la presente invention conceme une composition 
pharmaceutique comprenant un adenovirus recombinant defectif et un hydrogel. Plus 
15 specifiquement, I'invention conceme une composition comprenant un adenovirus 
recombinant defectif comportani un gene suicide, et un hydrogel. L'hydrogel utilise 
dans le cadre de la presente invention peut etre prepare a partir de tout polymere 
(homo ou hetero) bio-compatible et non cytotoxique. De tels polymeres ont par 
exemple ete decrits dans la demande WO93/08845 Certains d'entre eux, conrune 
notamment ceux obtenus a partir d'oxyde d'ethylene et/ou de propylene sont 
commerciaux. 



20 



La methode de traitement de Tinvention consiste done avantageusement a 
introduire, au niveau du site a traiter, une composition comprenant un hydrogel imbibe 

25 d'adenovirus recombinants. L'hydrogel peut etre depose directement sur la surface du 
tissu a traiter, par exemple au cours d'une intervention chirurgicale Avantageusement, 
l'hydrogel etre introduit au niveau du site a traiter au moyen d'un catheter, par exemple 
d'un catheter a ballonnet, notamment lors de I'angioplastie, ce qui permet d'eviter tout 
traumatisme supplementaire du a une nouvelle intervention au site d'angioplastie. De 

30 maniere particulierement avantageuse, l'hydrogel imbibe est introduit au niveau du site 
a traiter au moyen d'un catheter a ballonnet, protege par un manehon. Comme decrit 
dans les exemples, l'hydrogel presente de nombreux avantages il permet d'ameliorer 
le glissement du ballonnet ce qui lui permet de passer par des arteres fortement 
stenosees. De plus l'hydrogel est utilisable avec n'lmporte quel type de ballonnet 

35 d'angioplastie ce qui permet en particulier d'utiliser des ballonet a perfusion Ainsi, 
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selon un mode particulier de realisation, les adenovirus selon Tinvention sent 
administres au moyen de ballonnets a perfusion, en paniculier de catheters a ballonnet 
a canaux ("channelled balloon angioplasty catheter", Mansfield Medical, Boston 
Scientific Corp., Watertown, MA) Ce dernier est constitue d'un ballonnet 
5 conventionnel recouvert d'une couche de 24 canaux perfores qui sont perfijses par un 
lumen independant a travers un orifice d'infusion supplementaire Ces ballonnets a 
perfusion qui permettent de maintenir un flux sanguin et ainsi de diminuer les risques 
d'ischemie du myocarde, lors du gonflement du ballonnet, permettent egalement de 
delivrer localement un medicament a pression normale, pendant un temps relativement 
10 long, plus de vingt minutes, qui est necessaire pour une infection optimale. 

II est particulierement interessant d'utiliser un catheter a ballonnet a perfusion 
enrobe d'hydrogel. Dans ce cas on cumule les avantages des deux c'est a dire ; la 
possibilite de garder le ballonnet gonfle pendant une penode de temps plus longue tout 
en gardant les proprietes de glissement facilite et de site-specificite de Thydrogel. On 
15 obtient dans ce cas une efFicacite d'infection optimale. 

Les resultats presentes dans les exemples demontrent en effet I'efficacite de 
ce systeme pour le transfert percutane de genes dans les parois arterielles 

Un autre objet de la presente invention conceme une composition 
pharmaceutique comprenant un adenovirus recombinant defectif et du poloxamere. 
20 Plus specifiquement, I'invention conceme une composition comprenant un adenovirus 
recombinant defectif comportant un gene suicide, et du poloxamere Le poloxamere 
407 est un polyol biocompatible non toxique, il est disponible dans le commerce 
(BASF, Parsippany, NJ) 

Une methode de traitement de I'invention consiste done avantageusement a 
25 introduire, au niveau du site a traiter, une composition comprenant du poloxamere 
imbibe d'adenovirus recombinants Le poloxamere peut etre depose directement sur la 
surface du tissu a traiter, par exemple au cours d'une intervention chirurgicaie 
Avantageusement, le poloxamere etre introduit au niveau du site a traiter au moyen 
d'un catheter, par exemple d'un catheter a ballonnet, notamment lors de I'angioplastie, 
30 ce qui permet d'eviter tout traumatisme supplementaire du a une nouvelle intervention 
au site d'angioplastie. De maniere particulierement avantageuse, le poloxamere imbibe 
est introduit au niveau du site a traiter au moyen d'un catheter a ballonnet, protege par 
un manchon Le poloxamere presente essentiellement les memes avantages que 
I'hydrogel tout en ayant un viscosite moindre 
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II est paniculierement interessant d'utiiiser un catheter a ballonnet a perfusion 
enrobe de poloxamere en particulier de catheters a ballonnet a canaux. Dans ce cas on 
cumule les avantages des deux c'est a dire , la possibilite de garder le ballonnet gonfle 
pendant une periode de temps plus longue tout en gardant les proprietes de glissement 
5 facilite et de site-specificite du poloxamere On obtient dans ce cas aussi une efficacite 
d'infection optimale. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs 

10 Legcnde des figures 

Figure 1 ; Representation du vecteur pONT-tk 
Figure 2 ; Representation du vecteur pRSV-tk 

Figure 3 : Effet cytotoxique de la combinaison ganciclovir/ Ad-LTR-tk sur cellules 
musculaires lisses en culture. 
15 Figure 4 : Reduction de la restenose par transfer! adenoviral du gene tk et 
administration de ganciclovir. 

Techniques generales de biologie molecuiaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie molecuiaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifligation d*ADN plasmidique en 

20 gradient de chlorure de cesium, I'eiectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
I'ethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc sont bicn 
connues de Thomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 

25 T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N Y., 1982, Ausubel F.M et al (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987], 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie Ml 3 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

30 Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 

par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a Tethanol puis incubes en presence de TADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 
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Le remplissage des extremites 5' proenunentes peut etre efFectue par le 
fragment de Klenow de I'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du foumisseur La destruction des extremites 3' proeminentes est efFectuee en presence 
de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
5 fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitemem 
menage par la nuclease S I 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al [Nucleic Acids Res J_3 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

10 L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 

[Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al.. Science 230 (1985) 1350- 
1354, Mulhs K B. et Faloona FA, Meth Enzym 155 (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant, 

15 La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 



developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utihsant le kit distribue par Amersham. 



Exemple 1. Construction du vcctcur Ad-LTR-TK portant le gene TK sous Ic 
20 contrdle du promoteur du LTR du virus du sarcome de rous (LTR-RSV) (figure 



Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant comprenant 
le gene de la thymidine kinase du virus de I'herpes simplex (tk) sous le controle d'un 
promoteur viral (promoteur LTR-RSV) Cet adenovirus a ete construit par 
25 recombinaison homologue entre Tadenovirus defectif Ad-dll324 et le plasmide 
pRSVtk portant le gene tk sous controle du promoteur RSV (exemple 13) Ce 
plasmide a ete construit a partir du plasmide pONTtk (exemple 11), par substitution 
du promoteur transact ivable par EBNAl par le promoteur RSV (exemple 1.2.) 



Exemples 



1). 



11 Construction du plasmide pONTtk 



30 



a) Construction du plasmide p7tkl 
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Cet exempie decrit la construction du plasmide p7tkl contenant la phase 
ouverte de lecture du gene tk de 1131 paires de bases (ATG 114-116 et codon stop 
TGA 1242-1244), inseree dans un multisite de clonage 

Lc fragment Bglll-Ncol contenant le gene de la thymidine kmase (tk) du vims 
5 herpes simplex type 1 a ete isole a partir du plasmide pHSV-106 (commercialise par 
Gibco BRL), repare par Taction du fragment klenow puis insere au site Smal du 
plasmide pGEMTzf];-^) (commercialise par Promega) Les sites Smal et Bglll sont 
detruits lors de cette etape, le site Ncol est conserve 

Le plasmide obtenu a ete designe p7tkl 

10 

b) Construction du plasmide pONTl 

Cet exempie decrit la construction d'un plasmide contenant un promoteur 
chimere constitue d'une sequence necessaire a la transactivation par I'antigene EBNAl 
et du promoteur TPl du virus EBV. 

15 Le fragment EcoRl(7315)-SmaI(8191) du vims EBV a ete isole a partir de la 

souche B95-8. La sequence complete du vims EBV a ete decrite par Baer et al. 
(Nature 310 (1984) 207). Ce fragment contient les sequences necessaires a ia 
transactivation par I'antigene nucleaire 1 (EBNAl) (D. Reisman & B Sugden, 1986, 
Molecular and Cellular Biology, vol 6 pp 3838-3846) Ce fragment a ensuite ete 

20 flisionne au fragment Nml(166 241)-PstI(166 559) de I'EBV B95-8 (le site PstI a ete 
digere par la polymerase T4), contenant le promoteur TPl Le promoteur chimere 
ainsi obtenu a ensuite ete insere dans le multisite de clonage du plasmide pBluescript II 
SK pour generer le plasmide pONTl 

c) . Constmction du plasmide pONTtk 

25 Le plasmide pONTtk comporte le gene de la thynrudine kinase du vims de 

rherpes simplex (tk) clone dans le plasmide p7tkl, sous le controle du promoteur 
chimere EBNAl -RE/TP 1 clone dans le plasmide pONTl 

Pour constmire ce plasmide, le fragment BamHI-XhoI de pONTl qui 
contient le promoteur chimere transactive par EBNA-1 et EBNA-2, et le fragment 
30 Xhol-Clal de p7tkl qui contient la phase ouverte de lecture de tk ont ete clones aux 
sites BamHI (478) et Clal (4550) du plasmide pAd RSVbgal. Le plasmide 
pAd.RSVbGal contient, dans Torientation 5 ->3', 

- le fragment PvuII correspondant a I'extremite gauche de Tadenovims Ad5 
comprenant la sequence ITR, Torigine de replication, les signaux d'encapsidation et 
3 5 I'amplificateur E 1 A, 
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' le gene codant pour la b-galaclosidase sous le controle du promoteur RSV 
(du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de Tadenovirus Ad5, qui permet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAd RSVbGal et Tadenovirus dl324. Le 
5 plasmide pAd. RSVbGal a ete decrit par Stratford-Perricaudet et al (J Clin Invest. 90 
(1992) 626). 

Tous les sites de clonage sont conserves. Le plasmide obtenu a ete designe 

pONTtk 

1.2. Construction du plasmide pRSVtk 

10 Ce plasmide a ete construit a partir du plasmide pONTtk (exemple 11.), par 

substitution du promoteur transactivable par EBNAI par le promoteur RSV. Pour 
cela, le promoteur RSV a ete isole sous forme d'un fragment BamHl-Sall a partir du 
plasmide pAd.RSV.Bgal (Stratford-Perricaudet et al , J Clin. Invest 90 (1992) 626), 
puis clone aux sitesBamHI(478) et Sall(1700) du plasmide pONTtk. Le plasmide 

15 resultant a ete designe pRSVtk (figure I) 

1.3 Construction de I'adenovirus recombinant Ad-RSV-tk 
Le vecteur pRSVtk a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur adenoviral 
deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apponant en trans les fonctions codees 
20 par les regions El (El A et EllB) d'adenovirus 

Plus precisement, Tadenovirus Ad-RSV-tk a ete obtenu par recombinaison 
homologue in vivo entre Tadenovirus mutant Ad-dll324 (Thimmappaya et al., Cell 31 
(1982) 543) et le vecteur pRSVtk, selon le protocole suivant : le plasmide pRSVtk, 
linearise par XmnI, et I'adenovirus Ad-dll324, linearise par I'enzyme Clal, ont ete co- 
25 transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour permettre la 
recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont ete 
selectionnes par purification sur plaque Apres isolement, I'ADN de I'adenovirus 
recombinant a ete amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un sumageant 
de culture contenant I'adenovirus defectif recombinant non purifie ayant un titre 
30 d'environ lO'^ pfli/ml 

Les panicules virales sont ensuite purifiees par centrifijgation sur gradient de 
chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham et al., 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-RSV-tk peut etre conserve a -80°C dans 
20 % de glycerol 



35 
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Exempie 2 : Activite d*un adenovirus scion I'invention en presence de ganciclovir 
sur les cellules musculaires lisses en culture. 

L'activite de radenovirus contenant le gene TK prepare dans Texemple 1 a ete 
5 controlee sur des modeles in vitro de cellules musculaires lisses Pour cela, les cellules 
musculaires lisses isolees a partir d'aorte de rat et de lapin ont ete infectees par 
radenovirus recombinant Ad-RSV-tk, et incubees en presence de ganciclovir. L'eflFet 
de la combinaison Ad-RSV-tk/ganciclovir sur la viabiiite cellulaire est ensuite confirme 
par test colorimetrique MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 
10 bromide, selon la technique decrite par Mosman (J Immunol.Meth 65 (1983) 55). ou 
de maniere plus precise par comptage cellulaire 

Brievement, les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) sont mises en culture 
par digestion enzymatique d'aorte de lapin NZW selon une methode adaptec de 
Chamley et al. (Cell Tissue Res 177 : 503-522 1977) Les cellules sont maintenues en 

15 presence de 20% de serum de veau foetal et utilisees pour I'ensemble des tests (cf. 
infra) avant le dixieme passage Dans Tensemble de nos experiences, les cellules 
musculaires lisses sont caracterisees par immunomarquage a I'aide d'anticorps anti- 
aSM-actine (Sigma). 

Afin de mesurer l'activite cytotoxique de la combinaison Ad-RSV- 

20 TK/ganciclovir, les CMLV d'aorte de lapin sont incubees en presence de I'adenovirus 
dilue dans du milieu de culture (DMEM, 0,5% SVF) Apres environ une heure a 37°C 
en atmosphere humide, le milieu contenant la solution adenovirale est aspire et 
remplace par du milieu de culture (DMEM, 0,5% SVP) pour une periodc de 18 a 24 
heures Differentes concentrations de ganciclovir sont alors ajoutees dans un milieu 

25 riche en SVF (10%). Quatre jours apres Taddition du ganciclovir, les cellules sont 
denombrees (100% de la viabiiite cellulaire correspondant aux cellules non transduites 
par Ad-RSV-TK et non traitees par le ganciclovir) 

La combinaison Ad-RSV-TTC/ganciclovir induit un effet cytotoxique vis-a-vis 
des CMLV de lapin (cf. Figure 3). Cette cytotoxicite varie en fonction de la 

30 concentration de ganciclovir et de la multiplicite d'infection d'Ad-RSV-TK. Dans nos 
conditions experimentales i e. quatre jours d'incubation en presence de 10% SVF, la 
combinaison Ad-RSV-TK (M 0,1 1000)/ganciclovir (25 |jM) entraine une cytolyse 
totale Dans ces conditions experimentales ou une fone muhiplicite d'infection permet 
de transduire la majorite des cellules, la CI50 est 0,3 mM. A faible multiplicite 

35 d'infection (M O I 10), la CI50 est inferieure a 5 ^M Ainsi, les concentrations de 
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ganciclovir actives in vitro, sur CML, sont compatibles avec une utilisation 
therapeutique En effet, chez les patients traites pour infection virale par une dose non 
toxique de ganciclovir, 11 est possible d'atteindre des concentrations plasmatiques 
superieure a 15 (Paul et Dummer, Am. J.Med. Sci. 4 : 272-277, 1992). 
5 En outre, cette etude in vitro demontre qu'il est possible d'induire un efFet 

cytotoxique majeur en depit dun faible pourcentage de transduction par I'adenovirus 
Ad-RSV-TK La presence de la proteine HSV-TK a ete mise en evidence par 
immunofluorescence indirecte a I'aide d'anticorps monoclonaux specifiques de HSV- 
TK (anticorps monoclonal 4C8, Yale University). Dans les CMLV de lapin (et 
10 humaines) traitees par Ad-RSV-TK, la localisation de la proteine TK est 
cytoplasmique mais egalement nucleaire Nous avons ainsi montre que I'utilisation 
d'une multiplicite d'infection de 10 est associee a une transduction de moins de 5% des 
CMLV. De maniere generale, a multiplicite d'infection equivalente, le pourcentage de 
cellules transduites par Ad-RSV-TK est similaire a celui obtenu a I'aide d'un 
15 adenovirus controle codant pour la p-galactosidase (ex. : plus de 90% de cellules 
transduites a multiplicite d'infection 1000). Ces donnees demontrent done que la 
transduction de moins de 5% de CMLV entraine une cytotoxicite importante en 
presence d'une concentration optimale de ganciclovir (cf figure 3 ; baisse de 80% de 
la viabilite cellulaire a 25 |iM) ^immunodetection de la proteine HSV-TK illustre 
20 done I'importance de TefFet "bystander" observe sur les CMLV traitees par la 
combinaison Ad-RSV-TK/ganciclovir. Cet effet "bystander" peut avoir sa contrepartie 
in vivo En particulier, ces donnees suggereni fonement qu'un transfert limite 
d'adenovirus Ad-RSV-TK, notamment dans une anere pathologique, peut aboutir a 
une reduction significative de la masse neointimale, riche en CML et responsable de la 
25 restenose chez le patient. 

D'autre part, Teffet cytolytique est selectif puisque ni le simple traitement par 
ganciclovir ni la transduction par Ad-RSV-TK per se n'est associe a une mort 
cellulaire La cytotoxicite de Tassociation Ad-RSV-TK/ganciclovir a ete confirmee par 
le test colorimetrique MTT 
30 Enfm, des resultats similaires, a savoir une toxicite selective en presence de ganciclovir 
et d'adenovirus, ont ete observes sur culture primaire de cellules musculaires lisses 
humaines 

Ces donnees mettent done en evidence le blocage efficace de la proliferation 
de CMLV vitro par Ad-RSV-TK 

35 
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Exemple 3 : Transfert artenel d'un adenovirus recombinant par voie percutanee 

Cet exemple decrit la mise au point d'une technique particulierement efficace 
pour le transfert de genes par voie percutanee Cette technique repose sur I'utilisation 
5 d'un catheter a ballonet a hydrogel. Les resultats present es montrent que, de maniere 
tout a fait avantageuse, cette technique permet d'infecter efficacement certaines 
populations cellulaires provilegiees, notamment pour le traitement de la restenose 

Cet exemple a ete realise au moyen d'un adenovirus recombinant defectif 
10 comprenant le gene de la B-galactosidase d'E coli sous le controle du promoteur du 
RSV-RSV et d'un signal de localisation nucleaire La construction de cet adenovirus a 
ete decrite notamment dans Stratford-Perricaudet et al., (J Clin Invest 90 (1992) 
626) 

Les experiences ont ete realisees sur des lapins blancs de Nouvelle Zelande 
15 anesthesies a I'acepromazine et maintenus sous pentobarbital. Le transfert de gene a 
ete effect ue au niveau de Tartere iliaque exteme. 

L'adenovirus Ad-RSV.B-Gal {1-2.10^<^ pftj dans 100 ^l de tampon 
phosphate) a ete depose sur un catheter a ballonnet prealablement enduit d'hydrogel 
(Hydroplus, Mansfield Medical, Boston Scientific Corp , Watenown, MA) (Riessen et 
20 al , Hum Gene Ther. 4 (1993) 749). Le catheter utilise est un catheter a ballonnet de 2 
cm de longueur, et de diametre compris entre 2,5 et 3 mm Le catheter a ensuite ete 
introduit, en utilisant un manchon protecteur, dans Tanere femorale droite Une 
pression de une atmosphere a ensuite ete appliquee, puis le catheter a ete dirige jusqu'a 
Tartere iliaque exteme ou une pression de 6 atmosphere a alors ete appliquee au 
25 ballonnet pendant 30 minutes. Cette experience a ete realisee sur 27 lapins. 3 a 28 
jours apres I'administration. les animaux ont ete sacrifies par overdose de 
pentobarbital 

Transfert et expression du gene dans la parol arterielle 

30 

Les aneres des animaux sacrifies ont ete isolees, et Texpression de la B- 
galactosidase a ete detectee par coloration en presence de X-gal selon la technique de 
Sanes et al (EMBO J 5 (1986) 3133) Pour chaque animal, deux segments arteriels au 
moins ont ete soit monies sur OCT (Laboratoires Miles Inc., IL) pour des experiences 
35 de cryosection, ou enduit de paraffine, coupes en sections de 6 ^im et contrecolores a 
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I'hematoxyline et I'eosine. L'expression a ete consideree comme positive seulement 
lorsqu'une coloration bleu fonce etait observee dans le noyau Les resultats obtenus 
montrent clairement que les aneres des animaux infectes presentent une coloration 
bleu caracteristique de la Bgal Une analyse microscopique revele qu'il n'y a pas 
5 d'endothelium intact residuel, mais que la continuite de la lamina elastique interne est 
preservee. L'analyse microscopique montre egalement que les cellules de la media ont 
ete infectees par les adenovirus et expriment le gene transfere Plus precisement, alors 
que dans le cas d'une administration par catheter a double ballonnets, 0,4% seulement 
des cellules de la media ont ete infectees, 9,6% le sont en utilisant un catheter a 

10 ballonnet enduit d'hydrogel (voir analyse morphometrique ci-apres). De plus, les 9,6 % 
sont calcules par rapport a Tepaisseur totale de la media mais dans les couches 
superficielles de la media, 100% des cellules sont infectees Ces resultats sont bien 
superieurs a ceux obtenus avec les catheters a double ballonnets, ou par transfert de 
gene nu ou au moyen de liposomes Ces experiences demontrent combien les 

15 adenovirus peuvent constituer un vecteur particulierement avantageux pour 
radministration de genes suicides en vue du traitemem de la restenose 

Analyse morphometrique 

20 L'efficacite de transfert a ete determinee sur 7 lapins traites, Tous ces 

animaux ont re^u 5.10^ pfu d'adenovirus pour infecter un segment arteriel de 2 cm de 
longueur, de telle sorte que la muhiplicite d'infection est similaire pour chaque animal 
Pour chaque artere iliaque transfcctee, deux segments series de 5 mm de longueur ont 
ete preleves de la zone cible et, pour chaque segment, au moins trois sections au 

25 hasard ont ete examinees au microscope optique apres coloration au X-gal Sur 
chaque section, l'efficacite de transfert a ete determinee par le rappon des cellules de la 
media colorees sur le nombre total des cellules de la media Au total, plus de 30 10^ 
cellules provenant des arteres infectees par les adenovirus (48 sections) ont ete 
comptees. Le pourcentage moyen de cellules de la media infectees est de 4 02%, avec 

30 des valeurs pouvant atteindre 9,6%. Dans le cas d'un transfen par catheter a double 
ballonnet, le pourcentage moyen est seulement de 0, 1 8% 




wo 96/05321 PCT/FR95/01074 

18 

Pour determiner la duree de I'expression du gene iransfere par les adenovirus 
selon rinvention, une etude de Texpression de la B-gal a ete realisee au cours du temps 
sur 20 lapins traites soit par catheter a double ballonnet (10 animaux), son par catheter 
a baliormet imbibe d'hydrogel (10 animaux). Pour chaque groupe, 2 animaux ont ete 
5 sacrifies au jour 3, 7, 14, 21 et 28. L'expression a ete detectee par examens 
macroscopique et microscopique d'arteres colorees au X-gal comme decrit plus haut 
Les resultats obtenus montrent, pour chaque groupe, une expression stable pendant 14 
jours, suivie d'une baisse a 21 jours. Aucune expression n'est detectee a 28 jours. La 
meme cinetique a pu etre mise en evidence dans une artere pathologique dans le 
10 modele de lapin atheromateux Ces resultats confirment I'effet transitoire des vecteurs 
de I'invention, particulierement avantageux et adapte au traitement de la restenose 
notamment au niveau des parois atheromateuses 

Selectivite du transfert et de Texpression au niveau des parois arterielles 

15 

Afin de controier la dissemination possibles a d'autres tissus des adenovirus 
injectes, dans tous les animaux sacrifies 3 jours apres I'injection, des echantillons de 
tissu provenant du foie, cerveau. testicules, coeur, poumon, rein, et muscle 
squeiettique, ainsi qu'un segment arteriel adjacent au site traite ont ete preleves 

20 immediatement apres le sacrifice. Sur chaque echantillon, le transfer! et l'expression du 
gene ont etc mis en evidence par PCR (au moyen de sondes dirigees contre le gene 
codant pour la proteine IX de Tadenovirus et contre le gene lacZ) et histochimie. Les 
resultats obtenus montrent que aucun des echantillons preleves a partir des animaux 
traites par catheter a ballonnets enduits d'hydrogel, ne presente de coloration dans les 

25 tissus testes De la meme maniere, aucune presence de virus n'a pu etre detectee par 
PCR dans les echantillons testes, meme en utilisant un protocole optimise et tres 
sensible de 45 cycles d'amplifications 

Ces resultats demontrent TefFicacite du mode d'administration selon 
I'invention pour delivrer de maniere tres locale les genes therapeutiques 

30 

Exemple 4 : Transfert arteriel de Tadenovirus Ad-RSV-TK. 

Cet exemple demontre les proprietes de I'adenovirus-TK de Tinvention pour le 
traitement de la restenose par transfert selectif dans une artere atheromateuse. 

35 
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Modele animal 

L'efficacite du transfert arteriel a ete evaluee dans un modele de restenose 
chez le lapin blanc de Nouvelle Zelande Les lapins ont ete prealablement soumis a un 
regime riche en cholesterol (1%) pendant deux semaines. L'artere iliaque a ete abrasee 
5 a I'aide d'un ballonnet de latex (4F) par cinq inflations successives. Les animaux ont de 
nouveau ete soumis a un regime hypercholesterolemiant pendant six semaines. Le 
transfert arteriel a ete effectue par voie percutanee, selon la procedure precedemment 
decrite, au niveau de Tart ere lesee L'adeno virus Ad-RSV-TK (4.10^ pfu dans 40 de 
tampon phosphate) a done ete depose sur un catheter a ballonnet prealablement enduit 
10 d'hydrogel (Hydroplus, Mansfield Medical, Boston Scientific Corp., Watertown, MA) 
(Riessen et al, Hum Gene Ther 4 (1993) 749) Le catheter utilise est un catheter a 
ballonnet de 2 cm de longueur, et de diametre de 2,5 mm 

Base sur une lesion double, consecutive a I'abrasion et I'angioplastie, ce 
modele de restenose, et non pas uniquement de stenose, permet d'evaluer l'efficacite du 
15 transfert adenoviral d'un gene suicide dans une artere atheromateuse 

A la lumiere des donnees experimentales in vitro et afin de verifier la 
selectivite du traitement par Ad-RSV-7TC, les animaux ont ete divises en deux 
groupes, traites ou non par ganciclovir. Le traitement par ganciclovir a ete prolonge 
20 pendant cinq jours (du deuxieme au septieme jour suivant I'angioplastie) a raison de 
2x25 mg/kg/jour. 

Analyse morphometrique : 

Six semaines apres I'angioplastie, les animaux ont ete sacrifies par 

25 pentabarbital, les arteres iliaques fixees et prelevees en vue de I'analyse 
morphometrique Les contours de la lumiere ainsi que des limitantes elastiques 
intemes/extemes ont ete evalues apres coloration a lorceine/liematoxyline Au total, 
six blocs ont ete analysees par artere, dont 4 compris dans la zone d'angioplastie et 
deux immediatement en amont et en aval de cette zone Pour chaque bloc, trois 

30 sections adjacentes ont ete analysees Brievement, differents parametres tels que le 
diametre luminal, le rapport intima/media ont ete calcules Les echantillons pour 
lesquels ces contours n'ont pu etre mis en evidence, en raison d'une rupture de la 
limitante elastique interne ou d'une occlusion thrombotique, ont ete exclus 

L'analyse morphometrique met en evidence un rapport intima/media eleve 

35 dans le groupe controle ayant ete soumis au transfert adenoviral par angioplastie mais 
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non traite par ganciclovir (5,73 +/- 0,81, n=3). La severite de la lesion permet done 
d'evaluer refficacite d'un traitement par transfert de gene sur une artere pathologique 
En outre, ainsi que le montre I'etude immunohistochimique, les lesions induites dans ce 
modele aninial sont riches en macrophages mais egalement riches en cellules 
5 musculaires lisses qui constituent le cible therapeutique du transfert genique 
L'ensemble de ces donnees soulignent I'interet du modele utilise qui ne repose pas sur 
une simple abrasion endotheliale au niveau d'une artere saine et par consequent mime, 
du moins partiellement, la pathologie de la restenose post-angioplastie chez Thomme. 

L'analyse morphometrique montre que le rappon intima/media est reduit de 
10 42% (p<0 05) dans le groupe d'animaux soumis a la combinaison Ad-RSV- 
TK/ganciclovir (3,30 +/- 1,26, n=6) La reduction significative de ce parametre 
demontre que le transfert local du gene TK par adenovirus recombinant, en association 
avec I'administration de ganciclovir, constitue une approche therapeutique prometteuse 
comme traitement preventif de la restenose post-angioplastie. 



15 
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REVENDICATIONS 



1 Utilisation d'un adenovirus recombinant defectif comportant un gene 



suicide pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement 
5 de la restenose 

2. Utilisation d'un adenovirus recombinant defectif comportant un gene 
suicide pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement 
de la restenose par transfert selectif dudit gene dans les cellules musculaires lisses de la 
10 plaque atheromateuse 

3 Utilisation selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce que le gene 
suicide est choisi parmi le gene de la thymidine kinase et le gene de la cytosine 
desaminase 



4 Utilisation selon la revendication lou 2 caracterisee en ce que le gene 
suicide est le gene de la thymidine kinase du virus de I'herpes humain (HSV-1 TK). 

5 Utilisation selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce 
20 que le gene suicide est place sous le controle d'un promoteur permettant son 

expression dans les cellules infectees 

6. Utilisation selon la revendication 5 caracterisee en ce que le promoteur est 
choisi parmi les promoteurs viraux, de preference le promoteur LTR-RSV et CMV. 



7. Utilisation selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce 
que I'adenovirus comprend les ITR, une sequence permettant rencapsidation et le gene 
suicide. 



15 



25 



30 8 Utilisation selon la revendication 7 caracterisee en ce que I'adenovirus 

comprend les ITR, une sequence permettant I'encapsidation, le gene suicide, et dans 
lequel le gene El et au moins I'un des genes E2, E4, L1-L5 est non fonctionnel. 
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9 Utilisation selon la revendication 8 caractensee en ce que I'adenovirus 
comprend les ITR, une sequence permettant Tencapsidation, le gene suicide, et dans 
lequel le gene El et le gene E4 est rendu non fonctionnel, 

5 10 Utilisation selon la revendication 9 caracterisee en ce que I'adenovirus 

comprend les ITR, une sequence permettant Tencapsidation, le gene suicide, et dans 
lequel tout ou partie des regions El et E4 sont deletees 

1 1 Utilisation selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce 
10 que Tadenovirus est un adenovirus d'origine humaine, choisi de preference parmi les 
serotypes Ad2 et Ad5 

12. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 10 caracterisee en ce que 
I'adenovirus est un adenovirus d'origine animale, choisi de preference parmi les 
15 adenovirus canins 

13 Utilisation selon Tune des revendications 1 a 12 caracterisee en ce que 
I'adenovirus est imbibe dans un hydrogel. 

20 14 Utilisation selon la revendication 13 caracterisee en ce que Thydrogel est 

depose sur un catheter a ballonet. 

15. Utilisation selon la revendication 11 caracterisee en ce que I'adenovirus 
est administre par Tintermediaire d'un catheter a ballonet de type catheter a perfusion 

25 

16 Utilisation selon la revendication 15 caracterisee en ce que I'adenovirus 
est administre par rintermediaire d'un catheter de type catheter a ballonnet a canaux. 

17 Utilisation selon la revendication 15 caracterisee en ce que Tadenovirus 
30 perfuse par rintermediaire d'un catheter de type catheter a ballonnet a perfusion est 

imbibe dans un hydrogel 

18 Utilisation selon I'une des revendications 1 a 12 caracterisee en ce que 
I'adenovirus est imbibe dans du poloxamere 

35 



wo 96/05321 



PCT/FR95/01074 



23 

19 Utilisation selon la revendication 15 caracterisee en ce que Tadenovirus 
perfuse par rintermediaire d'un catheter de type catheter a balionnet a perfusion est 
imbibe dans du poloxamere 

5 20. Composition pharmaceutique comprenant un adenovirus recombinant 

defectif imbibe dans un hydrogel 

21. Composition pharmaceutique selon la revendication 20 caracterisee en ce 
que Tadenovirus recombinant defectif comporte un gene suicide 

10 

22 Dispositif pour I'administration de genes par voie percutanee caracterise en 
ce qu'il comprend un catheter a ballonet enduit d'un hydrogel, Thydrogel etant imbibe 
dun adenovirus recombinant defectif comportant le dit gene 

15 23 Dispositif selon la revendication 22 caracterisee en ce que I'administration 

de genes est realisee de maniere selective au niveau de la plaque atheromateuse. 

24. Dispositif selon la revendication 23 caracterisee en ce que i'administration 
de genes est realisee de maniere selective au niveau des cellules musculaires lisses. 

20 

25 Dispositif selon la revendication 24 caracterisee en ce que lors de 
Tadministration de genes celle-ci se fait avec une selectivite superieure a 95% 

26 Dispositif selon les revendications 23 a 25 caracterisee en ce que 
25 Tadministration de genes est suivie d'un traitement au ganciclovir 

27. Dispositif selon la revendication 26 caracterisee en ce que le pourcentage 
de cellules infectees est superieur ou egal a 0.2% 

30 28. Methode de traitement therapeutique de la restenose caracterisee en ce 

qu'elie comprend I'administration de genes par voie percutanee au moyen d'un catheter 
a ballonet enduit d'un hydrogel, I'hydrogel etant imbibe d un adenovirus recombinant 
defectif comportant le dit gene 
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29 Methode de traitement therapeutique de la restenose selon la 
revendication 28 caracterisee en ce que radministration de genes se fait de maniere 
selective au niveau de la plaque atheromateuse 



revendication 29 caracterisee en ce que Tadministration de genes se fait de maniere 
selective au niveau des cellules musculaires lisses 

3 1 Methode de traitement therapeutique de la restenose selon la 
10 revendication 30 caracterisee en ce que I'administration de genes se fait avec une 
selectivite superieure a 95% 

32. Methode de traitement therapeutique de la restenose selon ia 
revendication 3 1 caracterisee en ce que I'administration de genes suicide TK est suivie 
15 d'un traitement au ganciclovir. 

33 Methode de traitement therapeutique de la restenose selon la 
revendication 32 caracterisee en ce qu'elle induit un effet "bystander" 

20 34. Methode de traitement therapeutique de la restenose selon la 

revendication 33 caracterisee en ce que cet effet bystander induit permet une eflRcacite 
therapeutique meme avec un faible pourcentage de cellules infectees 



5 



30 Methode de traitement therapeutique de la restenose selon la 



35. Methode de traitement therapeutique de la restenose selon la 
25 revendication 34 caracterisee en ce que le pourcentage de cellules infectees est 
superieur ou egal a .02%. 
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